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(EP1072258A) Novelty - Capsule for releasing bacteria comprising lyophilized bacteria and filler(s) 

in a capsule shell with a water content of 7 wt.% or less, is new. 

Detailed Description - INDEPENDENT CLAIMS are also included for the following: 

(1) capsule for probiotic bacteria, comprising lyophilized bacteria and a filler in a capsule shell 
consisting of a cellulose derivative; 

(2) production of capsules containing lyophilized bacteria and fillers by drying the fillers to a 
moisture content of less than 2 wt.%. mixing the lyophilized bacteria with the fillers, filling capsules 
with the mixture at a relative humidity of 30% or less, and optionally sealing the capsules in a 
package that is impermeable to water vapor. 

Use - The capsule is useful for releasing probiotic bacteria, especially lactic acid bacteria, into the 
gut. 

Advantage - The low water content of the capsule shell improves the storage stability of the 
bacteria. Vegicaps (TM) hydroxypropyl methylcellulose capsules containing a composition 
comprising Lactobacillus acidophilus La-5 (200 mg, 1010 cfu/g), maltodextrin (115 mg), corn starch 
(15 mg), fructo-oligosaccharides (65 mg) and magnesium stearate (20 mg) were stored glass 
bottles at 25 deg. C. The loss of viability after 8 months was 29%, compared with 50% for gelatin 
capsules containing the same composition. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft eine Kapsel fur die pharmazeutische Dosierung und fur die Nahrungserganzung enthal- 
tend ein Bakterienlyophilisat und Fullstoffe sowie ein Verfahren zu ihrer Herstellung gemass dem Oberbegriff der un- 
abhangigen Patentanspruche. 

[0002] Die bakterielle Mikroflora des menschlichen Darms Oder anderer Korperhohlraume ist ein regularer Bestand- 
teil der Kbrperfunktionen. Darmbakterien helfen bei der Verdauung der Nahrung, stellen als einzige Quelle lebens- 
wichtige Vitamine her (z.B. B12) und behindern durch Wachstumskompetition oder bakterizide Substanzen die Be- 
siedlung mit pathogenen Mikroorganismen. Die Behandlung oder Prevention von Storungen der mikrobiellen Flora 
erfolgt seit fangem durch direkte Aufnahme von lebenden Bakterien wie z.B. Lactobacillusstammen. Dies kann z. B. 
durch Aufnahme von fermentierten, frischen Milchprodukten erfolgen. Derartigeals Nahrungssupplementgehandhabte 
Mikroorganismenkulturen werden als probiotische Organismen bezeichnet (Probiotics - The scientific basis, ed. R. 
Fuller, Chapman and Hall 1992). Ausgewahlte probiotische Stamme konnen immunmodulatorische Funktion haben. 
Die Einnahme probiotischer Bakterien ist ein Therapiemittel bei der Behandlung akuter Storung des Darmtraktes wie 
z.B. bei Durchfallerkrankungen oder anderer Erkrankungen (Feeding from Bifidobacterium bifidum and Streptococcus 
thermophilus to infants in hospital for prevention of diarroea and shedding rotavirus, The Lancet 344, J. M. Saavedra 
et al., 1994; und: Factors to consider when selecting a culture of Lactobacillus acidophilus as a dietary adjunct to 
produce a hypocholesterolemic effect in ohumans.J. Dairy Sci. 73, S.E. Gilliland et al. 1990). 

[0003] Eine Aufnahme von Lactobacilli ganz bestimmter, selektionierter Stamme ist in der Rege! nicht durch den 
Verzehr von Lebensmittelfrischprodukten mit Lactobazillen moglich, da enge Grenzen durch die Gesetzgebung, die 
Kultur-Matrix (z.B. Yoghurt), Geschmack, Oberlebensrate bedingt durch Aufbewahrungszeit und -temperatur gegeben 
sind. In normalen Nahrungsmitteln ist die Lebensdauer dieser erwunschten Bakterien in den gewunschten hohen Po- 
pulationen auf hochstens einige Tage beschrankt. Der gezielte Einsatz probiotischer Organismen erfordert die Auf- 
nahme einer gewissen Mindestdosis (ca. 10 s Bakterien) von noch lebensfahigen Mikroorganismen, damit diese trotz 
herrschenden Wachstumskompetition einen ausreichenden Effekten erzielen konnen. Gerade auch spezielle Anwen- 
dungen in der Medizin (z.B. als Vaginalsubsitorium) erfordern lagerfahige, kompakte Darreichungsformen, in der die 
Bakterien in einer lebensfahigen Form konserviert sind. 

Kalte und Trockenheit sind die zwei Grundprinzipien der Konservierung lebender Mikroorganismen. Viele Bakterien- 
stamme konnen durch Gefriertrocknung, auch als Lyophilisierung bezeichnet, als Pulver fur eine begrenzte Zeit le- 
bensfahig gelagert werden. 

[0004] US 5 501 857 beschreibt eine Steckkapsel aus Hartgelatine. Sie enthalt in einer inneren, zweiten Steckkapsel 
ein Bakterienlyophilisat. Nach sechs Monaten Lagerung bei Raumtemperatur ist die Oberlebensrate auf 53% gesun- 
ken. 

Die unbefriedigende Oberlebensrate ist ein Grundproblem der bekannten Gelatinekapseln fur probiotische Bakterien. 
I. A. mussen die bisher bekannten Kapseln daher daher kuhl, bei ca. 4°C r gelagert werden. 

JP 61151127 beschreibt analog eine Weichgelatinekapsel mit lyophilisierten Bifidusbakterien. Zur Verbesserung der 
Oberlebensrate der Bakterien nach oraler Einnahme ist die Kapsel mit einem magensaftresistenten Oberzug versehen. 
Die Lagerstabilitat wird durch diese Massnahme aber nicht verbessert. 

[0005] WO 97/29762 beschreibt die Mikroverkapselung von Lactobacillus oder Bifidobakterium. Nach Entfernen und 
Auswaschen des Wachstumsmediums werden die Bakterien zunachst lyophilisiert, dann in einem Gel eingeschlossen 
und noch einmal gefriergetrocknet. Als eine mogliche Darreichungsform werden Kapseln aus Hart- oder Weichgelatine 
mit einem gewissen Wassergehalt genannt. 

Die Mikroverkapselung ist eine aufwendige Methode; das Quellen der Verkapselungsmatrix nach Auflosung der Kapsel 
behindert den Zugang der darin eingeschlossenen probiotischen Mikroorganismen zu den SchleimhSuten, zwecks 
Adhasion der Bakterien am Epithel. 

[0006] Allen diesen aus dem Stand der Technik bekannten Ausfuhrungen ist gemeinsam, dass eine Kapsel aufgrund 
der geringen mechanischen Belastbarkeit von Bakterienlyophilisaten die geeignetste unter den moglichen Darrei- 
chungsformen ist. Als Steckkapseln oder als nach dem Rotary-Die-Verfahren hergestellte Weichkapseln finden dabei 
stets Gelatinekapseln Verwendung. 

[0007] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es die Nachteile des Bekannten zu vermeiden und eine einfach her- 
zustellende Darreichungsform fur lyophilisierte, probiotische Mikroorganismen zu beschreiben, die die Oberlebensrate 
der Bakterien wahrend der Lagerung verbessert. 

[0008] Diese Aufgabe wird mit einer Kapsel gelost, welche die kennzeichnenden Merkmale der unabhangigen Pa- 
tentanspruche 1 und 1 0 aufweist. Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
einer solchen Kapsel gemass den Merkmalen des unabhangigen Patentanspruchs 12. 

[0009] Eine Kapsel mit einem geringeren Wassergehalt der Kapselhulle erhoht die Lagerstabilitat der darin zusam- 
men mit Fullstoffen enthaltenen Bakterien wesentlich. 

[0010] Eine Kapsel fur die pharmazeutische Dosierung und fur die Nahrungserganzung enthalt in einer Kapselhulle 
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mindestens ein Bakterienlyophilisat, vorzugsweise lyophilisierte Milchsaurebakterien, und mindestens einen Fullstoff, 
wobei der Wassergehalt der Kapselhulle 2-7% (w/w), vorzugsweise weniger als 3% (w/w) betragt. Der Vorteil dieser 
Ausfuhrung ist, dass der Wassergehalt der Kapselhulle sich damit hochstens im Bereich des ublichen Wassergehalts 
der Fullstoffe bewegt. Der Wassergehalt der Fullstoffe bei herkommlichen Darreichungsformen liegt in der Grossen- 
ordnung 4 bis 10% (w/w). Der Wassergehalt herkdrnmlicher Gelatinekapseln liegt zwischen 10-15% (w/w). 
Als Wassergehalt im Sinne der vorliegenden Erfindung gilt der Gewichtsverlust nach mindestens 24-stundiger Trock- 
nung einer Probe bei 60°C uber Phosphorpentoxid bis zur Gewichtskonstanz. Es handelt sich urn den Wassergehalt 
im thermodynamischen Gleichgewicht mit der umgebenden Gasphase (.Equilibrium Moisture Content', EMC, vgl.: Die 
Kapsel, Grundlagen, Technologie und Biopharmazie einer modernen Arzneiform, ed. Fahrig, W. et al., Wissenschaft- 
liche Verlagsgesellschaft mbH Stuttgart 1983 und The Theory and Practice of Industrial Pharmacy, Lachman, L. et al., 
Lea/Febiger, Philadelphia und Aqueous Polymeric Coatings for Pharmaceutical Dosage Forms, ed. McGinity, J., Marcel 
Dekker Inc. 1997). Im Gleichgewicht besteht keine treibende Kraft zum Massentransfer von Wasser gegenuber einer 
Gasphase; der Dampfdruck des Materials entspricht dem in der Gasphase. Das in der Kapselhulle enthaltene Wasser 
ist aber vermittefs der Gasphase den lyophilisierten Bakterien zuganglich, deren effektiver Wassergehalt nach der 
Trocknung im Vakuum gering ist. Ein zu hoher Wassergehalt der Kapselhulle kann daher zur latenten Aktivierung der 
getrockneten, lyophilisierten Bakterien fuhren und beeintrachtigt die Oberlebensrate wahrend der Lagerung. 
[0011] Es wird zudem verhindert, dass die als Mischung mit dem Bakterienlyophilisat vorliegenden Fullstoffe in syn- 
ergistischer Weise Wasser aus der Kapselhulle in das Innere der Kapsel Ziehen und so unmittelbar den getrockneten 
Bakterien zufuhren. Die geringe Sorption von Wasser aus der Kapselhulle bedingt auch, dass die mechanischen Ei- 
genschaften der Kapselhulle wahrend der Lagerung stabil bleiben. Wasserentzug fuhrt bei Kapselmaterialien mit guten 
Eigenschaften bei hoheren Wassergehalten (z.B. Gelatinekapseln) zu Versprodung; derartige mit einem Fullgut sehr 
geringen Wassergehalts befullte Kapseln konnen daher nicht strikt trocken unter Luftabschluss gelagert werden. 
Der E/WC-Wert ist abhangig von Temperatur und relativer Feuchtigkeit (rH) der ein Material umgebenden Gasphase 
(Lachman, ibd.and McGinity, ibd., S.184). Mit zunehmender Feuchtigkeit (rH) der Gasphase nimmt auch der Wasser- 
gehalt des Materials zu (Sorption), wobei sowohl die Aufnahmerate bis zum Erreichen des Gleichgewichts wie der 
Anstieg des Wassergehaltes im Gleichgewicht (Sorption) materialspezifisch sind. Der Anstieg erfolgt i A. exponential, 
wobei die Steigung stark materialabhangig ist. Das Erreichen eines Wassergehalts des Kapselmaterials im Sinne 
dieser Erfindung setzt also, bei gegebener Luftfeuchtigkeit, die Verwendung eines in Bezug auf seinen EMC geeigneten 
Kapselmaterials voraus, d.h. eines Materials niedriger Sorption, sowie die Verarbeitung und Lagerung der Kapseln bei 
geeigneter, konstanter Luftfeuchtigkeit. Beispielsweise erlauben herkommliche Gelatinekapseln auch bei Einsatz von 
nichtwassrigen Weichmachern nicht das Erreichen eines EMC von weniger als 7%, oder sogar weniger als 3%. 
[0012] Ein Kapselmaterial im Sinne der vorliegenden Erfindung zeichnet sich durch eine geringe Sorption und damit 
uber einen weiten Bereich der Luftfeuchtigkeit niedrigen EMC aus. Ein Material im Sinne der vorliegenden Erfindung 
wird bei einer relativen Luftfeuchtigkeit (rH) von hochstens 55% einen Wassergehalt (EMC) von hochstens 7% auf- 
weisen. 

[0013] Geeignete Kapselmaterialien sind Zellulosederivate (z.B. Hydroxypropylcellulose, Cellulosea-cetate-phtala- 
te, Ethylcellulose; vgl. Aqueous Polymeric Coatings for Pharmaceutical Dosage Forms, ed. McGinity, J., Marcel Dekker 
Inc. 1997, S.184) bzw. Polysacharidderivate, z.B. Xanthan Oder Agar-Agar. Es ist aber auch jedes andere Material 
verwendbar, das einen geringen Wassergehalt und geeignete Loslichkeitseigenschaften besitzt, z.B. Schellack oder 
ein synthetisches Material wie z.B. Polyvinylalkohol (PVA). 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform besteht die Kapselhulle aus einem Zellulosederivat, vorzugsweise Hydroxypro- 
pylmethyl-Cellulose (HPMC). HPMC verbindet in idealer Weise die genannten Eigenschaften von geringem Wasser- 
gehalt, guten mechanischen Eigenschaften und guten Loslichkeitseigenschaften in wassrigem Medium in einer fur die 
Darreichungsform als Kapsel geeigneten Zusammensetzung. Dies gilt auch fur andere Alkoxy- bzw. Hydroxy-alkoxy- 
Derivate der Cellulose. 

HPMC ist ein in der Galenik seit langem bekanntes Material (McGinity, ibd.) und wird von verschiedenen Herstellern 
angeboten. Das Molekulargewicht von verschiedenen HPMC Rohstoffen liegt in der Grossenordnung von ca. 
10.000-120.000. Kapselhullen haben einen Anteil von ca. mehr als 70% (w/w) HPMC. Der Substitutionsgrad (vgl. die 
US- oder Europaische Pharmacopeia) bestimmt die Loslichkeitseigenschaften und den Wassergehalt des Kapselma- 
terials. Bei ublichen HPMC Materialien liegt der Substitutionsgrad im Bereich von 15-30% (Methoxy) und 3-35% (Hy- 
droxypropoxy); es sind beliebige Kombinationen beider Substitutionsbereiche moglich. Die (Hydroxy-)Alkoxygruppen 
storen die besonders starre Cellulosestruktur und erlauben das Optimieren der Materialeigenschaften. Es ist aber auch 
moglich, andere als die oben genannten Cellulosederivate zu verwenden, z.B. HPMC-acetat-succinat (HPMCAS) mit 
einem Wassergehalt (und Sorptionsverhalten) im Sinne der vorliegenden Erfindung. HPMCAS weist grossere Magen- 
saftresistenz auf; ein pH >5 ist zur Auflosung erforderlich. Es sind aber auch andere Cellulosederivate denkbar, wie 
z.B. Hydroxyethyl-, Hydroxypropyh Hydroxyethylmethyl-, Methyipropyl- oder Ethyl-Cellulosen in geeigneten Substi- 
tutionsgraden. 

Qbliche Hartkapseln aus HPMC besitzen einen Wassergehalt (EMC)urn die 3% (w/w); die Aufnahme von Wasser bei 
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einer relativen Luftfeuchtigkeit von 11 bis 93% resultiert in einem Wassergehalt von 2,1 bis 22,6% (w/w) (Aequeous 
Polymeric Coatings for pharmaceutical dosage forms, ed. J.W. McGinity, Marcel Dekker Inc., N.Y. 1997). Dabei uber- 
steigt der Wassergehalt aber bis zu einer Luftfeuchtigkeit von 53% nicht die Schwelle von 6% (w/w). Zudem ist die 
Aufnahmerate von Wasser aus der Luft ein langsamer Prozess, im Vergleich z.B. zu Hartgelatinekapseln. Die mecha- 
nischen Eigenschaften derartiger Kapseln aus HPMC sind denen herkommlicher Kapselmaterialien ebenburtig. Eine 
mogliche Ausfiihrungsform ist z.B. in US 5 264 223 beschrieben. 

[0014] In einer weiteren, bevorzugten Ausfiihrungsform besteht die Kapselhulle aus Starke, vorzugsweise einem 
Starkederivat. Bei derartigen Derivaten kann es sich urn veresterte Oder veretherte Starkederivate handeln. Derartige 
Kapselhullen haben ebenfalls die oben genannten. vorteilhaften Eigenschaften. 

[0015] Bei dem Bakterienlyophilisat handelt es sich um probiotische, gefriergetrocknete Bakterien (Probiotics - The 
scientific basis, ed. R. Fuller, Chapman and Hall 1992). Es kann sich aber auch um den Bakterien bzgl. Wachstums- 
verhalten und probiotischer Eigenschaften vergleich bare, durch Gefriertrocknung konservierbare einzellige eukaryon- 
tische Mikroorganismen, namlich Hefen, handeln. Die Gefriertrocknung ist ein in der Mikrobiologie seit langem be- 
kanntes Konservierungsverfahren zur trocknen Lagerung von lebensfahigen Bakterien uber Monate Oder Jahre. Ein- 
zelne Stamme, insbesondere auch einzelne, selektionierte Varianten bekannter Stamme, konnen dabei wesentlich 
geringere Uberlebensraten nach Gefriertrocknung aufweisen. Ein Standardverfahren ist, Bakterien aus Flussigkuftur 
unmittelbar nach Erreichen der mid-log oder stationaren Phase von der Wachstumstemperatur auf ca. 4°C kiihlen, 
das Wachstumsmedium auszuwaschen und die Bakterien in flussigem Stickstoff schockzugefrieren (snap-freezing) 
und im Hochvakuum zu lyophilisieren. Es gibt aber auch modifizierte Verfahren. Bei dem Bakterienlyophylisat kann es 
sich um einen einzigen, es kann sich aber auch um eine Mischung verschiedener Bakterienstamme handeln. Vorzugs- 
weise fur Milchsaurebakterien ist diese Art der Konservierung in der Galenik geeignet; es handelt sich zwar um Gram- 
positive, aber nicht zur Bildung von Dauerformen (Sporen) befahigte Bakterien mit anaeroben Metabolismus (Garung). 
Zudem sind einzelne Species wie Bifidobakterium obligat anaerob, wahrend Lactobacillus zumindestens Sauerstoff- 
tolerant ist; die zuverlassige Konservierung gerade dieser Stamme im lebensfahigen, aber nicht aktiv metabolisieren- 
dem Zustand ist daher besonders wichtig. 

[0016] Erfindungsgemasse Fullmaterialien konnen Mono- Oder Oligosaccharide, mikrokristalline Cellulose (Avicel), 
Polyvinylpyrrolidon, Stearate oder Starkederivate sein. Es sind aber auch andere Fullstoffe moglich, wie z.B. spezielle 
Pflanzenextrakte mit spezifisch immunmodulierender Wirkung oder selektiv bakterizider Wirkung. Es ist auch moglich, 
spezielle Oligosacharide mit anti-adhesiver Wirkung gegen Pathogene (wie sie z.B. auch in Preiselbeersaft vorkom- 
men) als Fullstoffkomponente zuzufugen. Es ist auch moglich, eine Kapsei im Sinne der vorliegenden Erfindung als 
Doppelkapsel (Kapsei in einer Kapsei) auszulegen, wie aus dem Stand der Technik bekannt 

[0017] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der erfindungsgemassen Kapsei umfassen die Fullstoffe eine 
oder mehrere das Wachstum von Bakterien fordernden Substanzen, vorzugsweise Lactose oder Oligofruktose oder 
eine Kombination davon. Es kann sich aber auch um Lactulose, Glucose, Glucosephosphat, andere Mono-, Oligo- 
oder Polysaccharide wie Glykogen, Starkederivate oder Maltodextrin handeln. Es kann sich um eine beliebige Mi- 
schung solcher wachstumsfordernder Stoffe handeln. Sowohl zur Erhaltung der Lebensfahigkeit bei latentem Wachs- 
tum nach Aktivierung der Bakterien wahrend der Lagerung bzw. beim Auflosen der Kapseln sichern diese Fullstoffe 
den Energiestoffwechsel der Bakterien. Die Darmflora ist das naturliche Habitat von Milchsaure-bildenden Bakterien, 
die sonst nur noch in Milch selbst vorkommen. Sie vermogen als einzige Bakterien Lactose zu vergaren. Die Lactat- 
ausscheidung ist ein wichtiger Mechanismus, um durch einen niedrigen pH im extrazellularen Medium die Besiedlung 
der Darmflora durch Pathogene zu verhindern. Milchsaurebakterien wie Lactobacillus Oder Bifidumbakterien sind des- 
halb die oft verwandete probiotischen Bakterien. Indem man als Fullmaterial Lactose beimischt, ist bei Auflosung der 
Kapsei im Darm unmittelbar eine Energiequelle zur Vermehrung und zur Wiederbelebung des Stoffwechsels im Zuge 
der Rehydratisierung vorhanden. Milchsaurebakterien verwenden auch Fruktooligosacharide als eine Energiequelle. 
Oligofructose (oder Fructose-Oligosaccharid) ist die Oligosaccharidfraktion des Inulin, einem pflanzlichem Extrakt, und 
ist bekannt. Das Polysacharid besteht aus Glucosylfructosedisaccharideinheiten mit einem mittleren Polymerisations- 
grad von 10 Disacharideinheiten und maximal bis zu 60 Disaccharideinheiten. Im Sinne der vorliegenden Erfindung 
kann die Oligofructose auch einen geringen Anteil von Nicht-Glucose, Nicht-Fructose Komponenten enthalten, wie z. 
B. Polyalkohole, Sorbitol oder Mannitol. Vorzugsweise wird die als Fullmaterial verwendete Laktose beta-Laktose sein, 
da diese mit 62 g/l eine ungefahr 10 Mai hohere Loslichkeit im Wasser als das alpha-Anomere aufweist. 
[0018] In einer bevorzugten Au s fun rung sform weist das Fullmaterial zum Zeitpunkt der Verkapselung einen Was- 
sergehalt (EMC) von hochstens 2% (w/w), vorzugsweise von weniger als 1% (w/w) auf. Vorteil ist ein noch geringerer 
Wassergehalt in der unmittelbaren Umgebung der lyophilisierten, ungeschutzten Bakterien. Bakterien im Sinne der 
vorliegenden Erfindung sind unmittelbar nach Auswaschen eines Kulturmediums durch Gefriertrocknung (Lyophilisie- 
rung) konserviert worden und verfugen uber keine weitere, schutzende Umhullung wie z.B. Mikroverkapselung. Dem- 
zufolge spielt der Wassergehalt des unmittelbar in der Mischung die Bakterien umhullenden Fullgutes eine wesentliche 
Rolle dabei, Feuchtigkeitszutritt zu den Bakterien zu verhindern. In Kombination mit einer erfindungsgemassen Kap- 
selhulle mit geringer Sorption/mit niedrigem EMC, und Auswahl geeigneter Keime, ergibt sich, ausgehend von einer 
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Keimzahl von mindestens 1 0 8 Bakterien pro Kapsel, eine verbesserte Uberlebensrate (bei einer Lagerung bei 20-25°C 
und 20-80% rH) gegenuber den bekannten Darreichungsformen. Die Trocknung des Fullmaterials auf einen Wasser- 
gehalt von weniger als 1% (w/w) erfordert die Lagerung und Handhabung des so getrockneten Materials in einer 
Atmosphare mit hochstens 30%, vorzugsweise weniger als 10% rH. 

[0019] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst das Bakterienlyophilisat einen oder mehrere ma- 
gensaftresistente, vorzugsweise auch gallentolerante, Bakterienstamme. Die Keimzahl derartiger Stamme wird bei 
der Passage durch das saure Milieu des Magens und durch die Gallensauren nur unwesentlich verrihgert. Es ist mog- 
lich, z.B. den Stamm Lactobacillus acidophyllus La-5 (Firma Chr. Hansen Inc./lllinois) oder den Stamm Bifidobacterium 
Bifidus Bb-12 (Firma Chr. Hansen Inc./lllinois) Oder eine Mischung solcher Stamme zu verwenden. Im Kontext der 
vorliegenden Erfindung wird Magensaftresistenz dadurch erfullt, dass beide Stamme bei pH 3 bei uber 2 Stunden eine 
100% Uberlebensfahigkeit zeigen. 

Zusatzlich vorteilhafte Eigenschaften sind, das LA-5 kann auch in niedrigen ph-Bereichen wachsen kann. Bb-12 hat 
eine symbiotische Fermentationseigenschaft mit LA-5; es handelt sich bei beiden Bakterienstammen urn lactatbildende 
Bakterien. Beide Stamme haben in Versuchen auch eine besonders gute Lagerstabilitat gezeigt. 
Die Lagerstabilitat des in der Kapsel enthaltenen Bakterienlyophilisats im Sinne des oben gesagten ist niemals alleine 
von der erfindungsgemassen Dareichungsform, sondern stets auch vom verwandten Bakterienstamm abhangig. Als 
Alternative zur Verwendung von besonders magensaftresistenten Bakterien bietet sich eine zusatzliche Beschichtung 
einer erfindungsgemassen Kapsel, vorzugsweise aus HPMC-Material, mit einer magensaftresistenten Masse an. Ge- 
eignete Beschichtungen sind z.B. Schellack, HPMCAS oder ahnliche Polysacchariduberzuge. Derartige Beschichtun- 
gen sind erst bei einem pH>5 in wassrigem Medium loslich. 

[0020] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform besteht das Bakterienlyophilisat aus Bakterienstammen, ein- 
zeln oder in Kombination, ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus crispatus, 
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus iansoni, Bifidobacterium bifidus, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium brevis, 
Bifidobacterium longum, Streptococcus thermophilus und Enterococcus faecis. Bei diesen Bakterienstammen handelt 
es sich um die bevorzugt eingesetzten probiotischen Bakterienstamme, die bereits genannten Vorteil einer intakten, 
gutartigen Darmflora bewirken. Bevorzugt handelt es sich um Milchsaurebakterien, die durch ihre Ausscheidung mit 
Lactat einen niedrigen pH-Wert im Milieu der Darmflora erzeugen und so dem Auftreten pathogener Keime vorbeugt. 
[0021] Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform ist eine erfindungsgemasse Kapsel eingeschlossen in eine was- 
serdampfsperrende Verpackung. Die wasserdampfsperrende Verpackung verhindert, dass bei erhohter Luftfeuchtig- 
keit der geringe Wassergehalt von Fullmaterial und Kapselhulle durch Zutritt von Luftfeuchtigkeit wahrend der Lagerung 
erhohtwird. Die wasserdampfsperrende Verpackung ermoglichteine ausgedehnte Lagerung der erfindungsgemassen 
oralen Darreichungsform ohne (wesentliche) Veranderung des Wassergehalts. Eine Wasserdampfsperrende Verpak- 
kung im Sinne der vorliegenden Erfindung sind vor allem Glasflaschen mit Aluminiumdeckel und Dichtungsmaterial, 
es kann sich aber auch um Polyethylenflaschen, Aluverbundsackchen Oder Blisterverpackungen aus Materialien mit 
hohen Wasserdampfsperrwerten, z.B. PVDC-Folien (Polyvinylchlorid beschichtet mit Polyvinylidenchlorid) oder COC- 
Folien (Polypropylen laminated Cyclo-olefine-Copolymer PP/COC/PP, z.B. Pentapharm COC 30/300/30 der Firma 
Klockner Pentaplast) oder COC-Multilayer Film (z.B.Topas-COC der Firma Tecona GmbH) handeln. Eine derartige 
Verpackung kann bei einem Wassergehalt der Gesamtkapsel von weniger als 7% die Wasseraufnahme (Sorption) der 
Kapselhulle und -fullstoffe auf unter 7% (bei 75% rH, 25°C) begrenzen. 

[0022] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Kapsel fur probiotische Bakterien umfassend 
eine Kapselhulle, Fullstoffe und lyophilisierte Bakterien, wobei die Kapselhulle aus einem Zellulosederivat besteht. 
Eine bevorzugte Ausfuhrungsform weist einen Wassergehalt im Sinne des oben gesagten von 2-7% (w/w) auf. 
[0023] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist das Verfahren zur Herstellung einer mit Fullstoffen, 
vorzugsweise mit das Bakterienwachstum fordernden Fullstoffen, und lyophilisierten Bakterien, vorzugsweise unge- 
schutzten lyophilisierten Bakterien, befullten Steckkapsel, umfassend das Trocknen der Fullstoffe auf weniger als 2% 
(w/w) Wassergehalt, das Mischen der lyophilisierten Bakterien mit den Fullstoffen, das Einfullen der Mischung in Kap- 
seln (und, optional, das Versiegeln der Kapseln in einer wasserdampfsperrende Verpackung), wobei die Luftfeuchtig- 
keit wahrend des gesamten Verfahrens hochstens 30% rH, vorzugsweise weniger als 10% rH betragt. Ein Bakterien- 
fyophylisat im Sinne des erfindungsgemassen Verfahrens ist ungeschutzt, weist also keine zusatzliche, schutzende 
Umhullung bzw. Verkapselung z.B. durch eine getrocknete Gelmatrix auf. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens betragt die Raumtemperatur und die Temperatur aller mit dem 
Bakterienlyophilisat in Beruhrung kommenden Teile hochstens 30°C. Dies vermindert zusatzlich thermischen, die Le- 
bensfahigkeit der Bakterien beintrachtigenden, Stress und unerwunschte chemische Reaktionen. Beispielsweise kon- 
nen Amadori-Produkte durch Umsetzung von Zuckern mit Proteinen auch im Trockenzustand, vorzugsweise beim 
Erwarmen, entstehen. 
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Beispiel 1 
Kapselherstellung 

[0024] Maltodextrin, Maisstarke, Fructooligosaccharide (Matrix I) werden mit Trockenluft von <10% relativer Luft- 
feuchtigkeit (rH) bei 60°C wahrend 2h (Wirbelschichtgranulator) oder 12 h (Hordenschrank) getrocknet und im ge- 
schlossenen Behalter (oder bei < 10% rH) auf ca, 20oC abgekuhlt. 

Gefriergetrocknete, lebende Bakterien werden im Rohnrad (Scherkraftmischer, keine Verdichtung und mechanische 
Belastung) in geschlossenem System mit dergetrockneten Matrix I wahrend 15 min. gemischt. Magensiumstearat wird 
wahrend 2 min. imtergemischt. 

Die Steckkapseln werden wahrend 24h bei 20-25°C und <30% rH konditioniert. 

Die Mischung wird in klimatisierten Raumen (20-25°C und <30% rH) auf konventionellen Kapselfullmaschinen in die 
Steckkapseln gefullt und direkt anschliessend in die Endverpackung (Glaser oder COC-Blister) verpackt, oder in ver- 
siegelten Aluminium/Polyethylen-Verbundsacken in bulk zwischengelagert. 



Lactobacillus acidophilus La-5 (10 10 CFU/g) 


20 mg 


Bifidobakterium bifidum Bb-12 (10 10 CFU/g) 


20 mg 


Maltodextrin x 


200 mg 


Maisstarke 


28 mg 


Fructo-oligosaccharide 


114 mg 


Magnesiumstearat 


38 mg 


Kapselhulle (HPMC) VEGICAPs™* Grosse 0 


95 mg (0.68 ml Volumen) 



* (Hersteller: GS Technologies Inc/lowa) 



Beispiel 2 
Kapselherstellung 

[0025] Herstellung wie in Bsp. 1 , jedoch mit folgeder Zusammensetzung: 



Lactobacillus acidophilus La-5^10 10 CFU/g) 


200 mg 


Maltodextrin 


115 mg 


Maisstarke 


15 mg 


Fructo-oligosaccharide 


65 mg 


Magnesiumstearat 


20 mg 


Kapselhulle (HPMC) VEGICAPS™ Grosse 0 


95 mg (0.68 ml Volumen) 


* (Hersteller: GS Technologies Inc/lowa) 



Beispiel 3 

Uberlebensrate nach Lagerung der Kapseln 

[0026] Mit Bakterien der Stamme Lactobacillus La-5 (Chr. Hansen) bzw. Bifidobakterium Bb-12 (Chr. Hansen) und 
Fullstoffmischung gemass Beispiel 2 hergestellte und in Glaser verpackte Kapseln wurden 0-8 Monate bei 25°C ge- 
lagert.Einzelne Kapseln wurden nach verschiedenen Zeiten entnommen und der Kapselinhalt in sterilem Phospatpuffer 
(6.25 mM, pH=7.2) einer Reihenverdunnung unterzogen. Parallel hergestellte Kapseln aus Gelatine dienen als Kon- 
trolle. 1 ml jeder Verdunnung wurde auf sterilen Petrischalen ausgestrichen und bei 37°C drei Tage inkubiert. 

Medien: 

[0027] 

Lactobacillus: MRS-IM Agar (Fa. Chr. Hansen) mit Sucrose und Brom-Cresol-Purple; aerobe Inkubation 

Bifidobakterium: MRS-IM Agar (Fa. Chr. Hansen) mit Glucose und Img/ml LiCI, 0.5 mg/ml Cystein-HCI, 0.5 mg/ 

I Dichloxallin; ana erobe Inkubation 
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[0028] Die Kolonienzahl wurde dann durch Auszahlen bestimmt als CFU (Colony forming units). Die Uberlebensrate 
wird als Quotient aus CFU(t=3,6..)/CFU(t=0) fur eine gegebene Verdunnung bestimmt. 



La-5 


Monate 


CFU: Vegicaps (in 10 8 bzw. % survival) 


CFU: Gelatinekapseln (in 10 8 bzw. % survival) 


0 


4.2 


100% 


3.2 


100% 


3 


4.0 


96 


2.8 


88 


6 


3.4 


81 


2.4 


74 


8 


3,0 


71 


1.6 


50 




Bb-12 


Monate 


CFU: Vegicaps (in 10 8 bzw. % survival) 


CFU: Gelatinekapseln (in 10 8 bzw. % survival) 


0 


2,0 


100% 


5,0 


100% 


3 


2.2 


110 


2.4 


48 


6 


2.1 


105 


1.9 


38 



Patentanspruche 

1. Eine Kapsel fur Freisetzung von Bakterien, in einer Kapselhulie enthaltend mindestens ein Bakterienlyophilisat, 
vorzugsweise lyophilisierte Milchsaurebakterien, und mindestens einen Fulistoff, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Wassergehalt der Kapselhulie hochstens 7% (w/w), vorzugsweise weniger als 3% (w/w) betragt. 

2. Eine Kapsel gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Kapselhulie aus einem Cellulosederivat, vor- 
zugsweise Hydroxypropylmethyl-Cellulose (HPMC), besteht. 

3. Eine Kapsel gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Kapselhulie aus Starke oder einem Starke- 
derivat besteht. 

4. Eine Kapsel gemass Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Fullstoffe zum der Kapselherstellung 
einen Wassergehalt von hochstens 2% (w/w), vorzugsweise von 1% (w/w) Oder weniger haben. 

5. Eine Kapsel gemass Anspruch 1-4, dadurch gekennzeichnet, dass die Fullstoffe das Wachstum von Bakterien, 
vorzugsweise das Wachstum von Milchsaurebakterien, fordernde Substanzen umfasst. 

6. Eine Kapsel gemass Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Fullstoffe mindestens Lactose, Frukto-oligo- 
saccharide oder eine Mischung daraus umfassen. 

7. Eine Kapsel gemass einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das Bakterienlyoph- 
ilisat einen oder mehrere magensaftresistente, vorzugsweise gallentolerante Baktehenstammen umfasst. 

8. Eine Kapsel gemass einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das Bakterienlyoph- 
ilisat aus Baktehenstammen besteht, einzeln Oder in Kombination ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Lacto- 
bacillus acidophilus, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus iansoni, Bifidobacterium bifi- 
dus, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium brevis, Bifidobacterium longum, Streptococcus thermophilus und Ent- 
rococcus faecis. 

9. Kapsel gemass einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, das die Kapsel in einer wasser- 
dampfsperrenden Verpackung eingeschlossen ist. 

10. Kapsel fur probiotische Bakterien, umfassend wenigstens eine Kapselhulie, einen Fullstoffe und ein Bakterienly- 
ophilisat, dadurch gekennzeichnet, dass die Kapselhulie aus einem Cellulosederivat, vorzugsweise einem vere- 
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therten Cellulosederivat, besteht. 

11. Kapsel gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Kapselhulle aus Hydroxypropylmethyl-Cellulose 
(HPMC), vorzugsweise aus HPMC mit einem Wassergehalt von 2-7% (w/w), besteht. 

12. Verfahren zur Herstellung einer mit Fullstoffen, vorzugsweise mit das Bakterienwachstum fordernden Fullstoffen, 
und lyophilisierten Bakterien, vorzugsweise ungeschutzten lyophilisierten Bakterien, befullten Steckkapsel, um- 
fassend 

Trocknen der Fullstoffe, auf weniger ais 2% (w/w) Wassergehalt 
Mischen der lyophilisierten Bakterien mit den Fullstoffen 

Einfullen der Mischung in Kapseln, wobei die relative Luftfeuchtigkeit wahrend des gesamten Verfahrens hoch- 

stens 30% rH, vorzugsweise weni ger als 10% rH, betragt. 

optional, Versiegeln der Kapseln in einer wasserdampfsperrenden Verpac kung 

13. Verfahren gemass Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass wahrend des gesamten Herstellungsverfahrens 
die lufttemperatur und die Temperatur aller mit dem Bakterienlyophilisat in Kontakt kommender Teile hochstens 
30°C betragt. 
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